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1．緒言 
 組織工学という概念が Langer らによって提唱され, 細胞・足場・液性因子の 3つの要素を用い
て生体組織を再構築する研究が盛んに行われている. 一般的な生体組織は, 細胞と足場となる細胞
外マトリックスによって構成されており, 十分な足場を確保できないと, 細胞は増殖できず生存状
態を維持することが困難である. 組織工学において, 生体外で組織を構築するためには, この足場
を設計・構築する技術が必要不可欠である. 足場材料の 1つであるハイドロゲルは, 多量の水分を
含んだ柔軟性の高い生体適合性材料であり組織工学の分野ではば広く用いられている. その中でも
アルギン酸は, Ca2+のような多価カチオンと反応することでハイドロゲルを形成することが知られ
ており, 複雑な構造を形成し 3次元培養に応用することが可能である. これらの背景をふまえ, 本
研究では, アルギン酸ハイドロゲルの形成を電気化学的に制御することで 3次元培養に応用する方
法を考案した.  
 
2．アルギン酸ゲルの電気化学的作製法 
 アルギン酸は, Ca2+などを含む溶液と反応させる
ことでハイドロゲルを容易に形成することができ
るが, 組織工学に応用するためには複雑な構造を
持つハイドロゲルを形成する技術が必要となって
くる. そこで, 電極上に 0.5 % 炭酸カルシウムを
分散させた 1 % アルギン酸ナトリウム溶液を導入
し, 水の電気分解を利用し, 電解析出によりアル
ギン酸カルシウムゲルの形成を局所的に制御した 
(Fig. 1). 電極形状・パターンを変えることで, 任意
の複雑な構造を持つアルギン酸ゲルを作製することができ, これを 3次元ゲル培養に応用した. 
 
Fig. 1 電解析出によるアルギン酸ゲル作製法 
3．電解析出を利用した管状アルギン酸ゲルの形成と 3次元培養 
 血管は栄養や酸素を運ぶ重要な器官であり, 再生医療の分野において広く研究が行われている. 
血管再生を現実のものとするには三次元的に管状の組織を構築し, 組織内部にも栄養や酸素が行渡
るようにすることが必要不可欠である.  
本章では, ワイヤー電極周囲に電解析出によるアルギン酸ゲルを作製し, 電極を引き抜くことで
管状構造を形成した. 本手法は, 管状ゲルを作製するプロセスが簡便かつ迅速に行えることが最大
の特徴となっており, また繰り返し行うことによりゲルを積層化させることができる. そのため, 
血管のような多層管状構造を持つ組織の作製に適している. 今回は, 1層目に血管内皮細胞 HUVEC
を含んだアルギン酸ゲル, 2 層目にマウス線維芽細胞 3T3 を含んだアルギン酸ゲルからなる共培養
モデルを構築し, 管状に 3次元ゲル培養を行った. 
 はじめに, 1 % アルギン酸ナトリウムと 0.5 % 炭酸カルシウムの混合溶液を調整し, 3.1 V (vs Pt
疑似参照極)の電圧を印加し電極周囲に管状アルギン酸ゲルを作製した. 作製したアルギン酸ゲル
からワイヤー電極を引き抜くことで管腔構造が構造されているのが確認でき(Fig. 2A), また電圧を
印加する時間を制御することによって管状アルギン酸ゲルの外径を任意に変えることができた. 次
にアルギン酸混合溶液に生細胞を 1×106 cells/ml で懸濁し, 細胞を内包した管状アルギン酸ゲル
を作製し, 3 次元培養を行っ
た. ゲル内の細胞を蛍光二
重染色で生死判別を行った
ところ, 80 % 程度の細胞が
生存しているのが確認でき, 
十分な生存率を維持してい
ることが示唆された. さら
に, 血管構造を模倣するた
めに 1層目に血管内皮細胞 HJUVEC, 2層目にマウス繊維芽細胞 3T3 で構成し, 3次元ゲル培養を行
った. 細胞はそれぞれ Cell Tracker Greenおよび Cell Tracker Orange で蛍光ラベリングしておき, 共
焦点顕微鏡で観察したところ, 2 層の管状構造を構築していることが確認できた(Fig. 2B). これら
より, 本手法は血管のような多層管状構造を持つ組織を構築することに応用できる. 
 
4．3次元ハイドロゲルウェル培養による組織モデルの構築 
 3次元組織を構築する方法の 1つにマイクロウェル培養法がある. マイクロウェル培養は, 一度
ウェルに補足した細胞はウェルから出にくいため, ウェル上で細胞に刺激を与えたり, 試薬を作用
させたり様々な操作を行うことができる. 従来法では PDMSや PMMA などの樹脂を使用した例が
多く, 柔軟なハイドロゲルを素材にした報告例は少ない. これは, ハイドロゲルが生体適合性材料
ではあるが, 多量の水分を含み柔軟であるため, マイクロウェルのような複雑な構造を形成するこ
とが困難なためだと考えられる. 本研究では, 電解析出によりアルギン酸ゲルで構築されたマイク
ロウェルを作製し, 3次元ウェル培養を行った(Fig. 3). さらに, ゲル内に細胞を内包させたマイクロ
ウェルを作製することによりゲルの内外で共培養を行い, 簡単に生体組織モデルを構築することを
試みた.  
Fig. 2 管状アルギン酸ゲルを用いた細胞培養 
(A) 顕微鏡画像. (B) 共焦点画像(HUVEC: 緑, 3T3: 赤) 
 まず, フォトリソグラフィーを用いてマイクロウェルアレイがパ
ターンされた ITO電極を作製した. ITO電極上に 0.5 % 炭酸カルシ
ウムを分散させた 1 % アルギン酸ナトリウム溶液を導入し, 4.0 V 
(vs Pt 疑似参照極)の電圧を印加することで電解析出によりアルギン
酸ゲルマイクロウェルを作製した. 作製したマイクロウェルは形状
観察顕微鏡にて構造を確認した. また, アルギン酸ゲル溶液にマウ
ス線維芽細胞 3T3を懸濁し, 細胞を内包したマイクロウェルを作製
した.  
  作製したそれぞれのマイクロウェル上に mES 細胞(マウス胚性幹
細胞)を播種し, 3次元ウェル培養(単培養・共培養)を行い, 呼吸活性
を測定した. 3次元ウェル培養することで同時に多数の胚様体(EB)を
形成することができた. また, 形成した EBに対し呼吸活性を測定し
たところ, 単培養・共培養間に大きな差は見られなかったが, EBの直
径の 3乗に比例して呼吸量が大きくなるという相関性が得られた.  
 さらに肝臓モデルを構築するためにヒト肝癌由来細胞HepG2細胞
をマイクロウェル上に播種し，3次元ウェル培養を行い, 3次元肝細
胞アレイを構築することに成功した(Fig. 4). 作製した組織を
qRT-PCRにより解析した結果, 平面培養, 3次元単培養, 3次元共培養
の順に, 遺伝子発現量が大きくなっていった. これは, 3次元培養を
行うことで組織を形成しているため生体内の環境に近くなり, さら
に共培養を行うことでアルギン酸ゲル内の 3T3 から分泌されるシグ
ナルによって肝機能が活性されたと示唆された.  
 
5．電気化学リソグラフィによる新規アルギン酸ゲル作製法の開発 
 これまで, 電解析出を利用して複雑な構造を持つゲルを作製してきたが, この方法では電極表面
にしかゲルが形成できず, また電極近傍での pH変化や電場により細胞に影響を与えていることが
考えられた. これらを改善するために, 電気化学リソグラフィを応用し, 半透膜と電極走査を組み
合わせることで任意の形状のアルギン酸ハイドロゲル作製法を開発し, 3次元ゲル培養を行った.  
 電気化学リソグラフィに
よるアルギン酸ゲル作製の
原理を Fig. 5に示す. セル
ロース半透膜(膜厚 30 m, 
孔径 5 nm)を介して上側に
アルギン酸ナトリウム溶液
を, 下側に炭酸カルシウム
懸濁液を導入し, 炭酸カルシウム溶液側に電極を設置した. 電圧を印加することで水の電気分解に
よりH+が発生し炭酸カルシウムと反応してCa2+が生成される. 生成されたCa2+は半透膜を介して炭
酸カルシウム溶液側からアルギン酸溶液側に移動し, Ca2+とアルギン酸が架橋結合し半透膜上にハ
Fig. 4 HepG2細胞アレイ 
Fig. 5 電気化学リソグラフィによるアルギン酸ゲル作製法 
Fig. 3 3次元ウェル培養法 
イドロゲルを形成した.  
 まず, 半透膜表面に半円状の Ptワイヤー電極を設置し, 4 V (vs Pt疑似参照極) の電圧を 60秒間印
加し,電極と同じ形状のゲルを半透膜表面に析出し細胞培養した(Fig. 6A).ゲル内の細胞生存率を評
価したところ, 87 % と高い生存率を示すことが確認
できた. 次に, 半透膜上で Pt ワイヤー電極を走査し, 
電極の軌跡と同じ形状のゲルを作製した. さらにアル
ギン酸溶液に 2 mg/ml コラーゲンを混合し, 電気化学
リソグラフィによりドット状のアレイパターンを形成
し, 3次元ハイドロゲルパターンを利用しヒト肝癌由
来細胞 HepG2を培養した. 培養 7日目で組織を形成す
ることができた(Fig. 6B). これにより, 電気化学リソ
グラフィにより様々な形状のゲルを形成することが可
能であると示唆された. 
 
6．ハイドロゲルコート電極表面での細胞シートの形成と脱着制御 
 組織工学の分野において, 細胞をシート状に培養し構造を維持したまま回収する細胞シート技術
が普及しているが, 従来の温度応答性ポリマーを用いた方法では剥離に長い時間を要するためより
簡便な方法が求められている. そこで, 電解析出を用いて電極パターンと同じ形状のアルギン酸ゲ
ル薄膜を作製し, ゲル表面で細胞シートを培養・回収する方法を開発した.  
 まず, 電解析出により ITO電極上にアルギン酸ゲル薄膜の犠牲層を形成した. しかし通常のアル
ギン酸ゲル表面では細胞が接着しなかったため, アルギン酸コラーゲン混合ゲルまたは RGDペプ
チド修飾アルギン酸ゲルを使用した. これらのゲルを使用することで細胞接着タンパク質の機能を
持たせることができた. ゲル表面にマウス繊維芽細
胞 3T3を播種し, 培養することでシートを形成した. 
シートを形成した後, EDTA-PBSを使用し, アルギ
ン酸ゲル犠牲層のみを特異的に溶解させることに
より細胞シートを剥離した(Fig. 7). 回収した細胞シ
ートを蛍光二重染色により生死判別を行ったとこ
ろほとんどの細胞が生存していることが確認でき, 
生細胞シートを簡便かつ迅速に回収することに成功した.  
 
7．総括 
 本研究では, 電気化学反応をハイドロゲルの形成に応用し, 3次元的なゲル構造を作製し, 3次元
培養に応用した. 本研究の特徴は安価・簡単・迅速に 3次元的にハイドロゲルを形成できるという
点である. これらの特徴を活かし, ハイドロゲルを用いて生体環境に近いマイクロ構造体を作製し, 
細胞共培養による in vitro 生体組織モデルの構築を行った. 
今後, これらの 3次元培養法は, in vitro生体組織モデルの構築や移植可能な生体組織を形成する
など, 薬剤評価や再生医療へ応用されることが期待される. 
Fig. 6 電気化学リソグラフィによるゲル培養 
(A) コード状培養. (B) ドットパターン培養 
Fig. 7 剥離した細胞シート 
（別紙） 
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論文審査結果の要旨 
 
本論文は，電気化学反応を用いてアルギン酸ハイドロゲルの形成および高分子電解質膜の崩壊を制御し, 新しい 3
次元培養により生体組織を構築する方法に関する研究を論じたものである．3次元組織構築技術は，組織工学におい
て基盤となる技術であり, より複雑な構造を持つ組織を再生する手法の開発が求められている．小沢文智君はこれま
で報告されている電解析出によるアルギン酸ハイドロゲル作製法をもとに複雑な構造を持つアルギン酸ハイドロゲ
ルを作製し，これを 3次元培養に応用することで in vitroでの生体組織モデルの構築法を開発した. これにより，従
来法と比べて安価・シンプル・迅速という 3つの要素を満たした新規 3次元ハイドロゲル培養法を提案することに
成功した． 
 
本論文は7章から構成されており，第1章と第2章では研究背景，実験手法が述べられている． 
第 3章では，ワイヤー電極を利用して管状のアルギン酸ゲルを電解析出し，それを 3次元培養に応用した研究が
述べられている．電解析出の条件を変えることで任意の管径・膜厚を作製でき，血管内皮細胞と繊維芽細胞を 3 次
元共培養することで血管構造を再現することに成功した． 
第 4章では，ハイドロゲルマイクロウェルアレイを利用した 3次元共培養法に関する研究が述べられている．マ
イクロウェルアレイをアルギン酸ゲルで構成することにより，ゲルの内側と外側で別種の細胞をそれぞれ培養する
共培養モデルを簡単に構築することができた．この方法により，胚様体の形成および肝細胞アレイ組織を作製する
ことができ，これらの組織機能を解析することで本手法の有用性を実証した． 
第 5 章では，半透膜を用いた電気化学リソグラフィによる新規アルギン酸ゲル作製法の開発に関する研究が述べ
られている．この方法を用いて，電極形状および電極走査により，任意の形状のアルギン酸ゲルを形成することに
成功した．本手法を用いて，膜状にアルギン酸/コラーゲン混合ゲルのパターンを作製し，細胞パターニングを行う
ことが可能であり，組織工学に応用可能な独創的手法である． 
第6章では，2つのアプローチにより細胞シートを形成・剥離した研究が述べられている．高分子電解質膜を用い
ることで細胞シートの剥離を電気化学的制御できた．また，アルギン酸/コラーゲンゲルを電解析出することで任意
の形状の細胞シートを形成し，キレート剤により迅速に細胞シートを剥離した． 
第7章では，本研究を総括している． 
 
以上のように，本論文は，ハイドロゲルの形成を電気化学的に制御した新しい 3 次元組織培養法の開発研究につ
いて記載したものである．本研究で開発された手法等は，組織工学や再生医療に適用できると考えられ，本論文は，
環境生命化学および細胞組織工学の発展に寄与するところが少なくない． 
 
よって，本論文は博士(学術)の学位論文として合格と認める． 
 
